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(54) Title: PROCESS FOR THE AMPLIFICATION OF NUCLEIC ACID 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR AMPLIFICATION VON NUKLEINSAURE 



(57) Abstract 

The present invention concerns a process for the amplification of nucleic acids, whereby the tailing of the nucleic acid to be amplified 
is so effected that the nucleic acid is lengthened at its 3' end with the help of terminal transferase through ribonucleotides. In addition, a 
kit is available for the amplification of a nucleic acid which includes at least a ribonucleotide and terminal transferase. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Amplifizieren von Nukleinsauren, wobei das Tailing der zu amplifizierenden 
Nukleinsaure dadurch erfolgt f dafl die Nukle injure an ihrem 3'-Ende mit Hilfe von terminaJer Transferase durch Ribonukleotide verlangert 
wird. Femer wird ein Kit zum Amplifizieren einer Nukleinsaure bereitgestellt, der mindestens ein Ribonukleotid und terminale Transferase 
umfaBt. 
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Verfahren zur Amplification von Nukleinsaure 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Ampli- 
fication von Nukleinsaure sowie einen Kit fur die Amplif ika- 
tion von Nukleinsaure. 

Eine Voraussetzung fur die Analyse, insbesondere die Se- 
quenzanalyse, von Nukleinsauren ist, da£ die zu analysieren- 
de Nukleinsaure in ausreichenden Mengen verfiigbar ist. Ins- 
besondere bei Nukleinsauren in sehr niedriger Konzentration 
stellt deren Sequenzanalyse ein technisches Problem dar. Der 
Stand der Technik kennt zahlreiche Verfahren, um seltene, 
d.h. in niedriger Konzentration vorkommende Nukleinsauren, 
vor der Analyse 2U amplif izieren. 

Besonders die Analyse der 5 • -terminalen , kodierenderi Region 
von RNA-Molekulen bereitet Schwierigkeiten. Eine in jiingster 
Zeit weit verbreitete Technik zur Amplif ikation von Nuklein- 
sauren basiert auf der Polymerasekettenreaktion (der soge- 
nannten PCR-Technik) zur in vitro-Amplif ikation von DNA 
(vgl* Sambrook et al., Molecular Cloning, Laboratory Manual, 
2. Auflage, Kapitel 14) • 

Soli die Struktur von RNA aufgeklart werden, so ist vor der 
eigentlichen Amplif ikationsreaktion eine cDNA von der zu 
analysierenden RNA herzustellen. Dabei tritt haufig das Pro- 
blem auf, da£ das 5*-Ende der RNA in geringer Frequenz in 
cDNA transkribiert wird und somit einer Sequenzanalyse 
schwerer zuganglich ist als welter B'-gelegene RNA- 
Abschnitte, 

Der Stand der Technik beschreibt einige Moglichkeiten, um 
das S'-Ende von RNA mit Hilfe der PCR-Technik zu amplif izie- 
ren. Gemeinsam ist den meisten dieser Verfahren, daii der von 
der RNA hergestellte erste cDNA-Strang an seinem 3 1 -Ende 
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durch das Anftigen von weiteren Nukleotiden, das sogenannte 
"Tailing 1 *, verlangert wird, bevor der einzelstrangige cDNA- 
Strang zu der doppelstrangigen cDNA erganzt wird* 

Als eine Moglichkeit zum 3' -Tailing von DNA ist das Anhangen 
eines Oligonukleotidf ragments an das freie 3'-Ende von cDNA 
oder das Anpolymerisieren von Desoxyribonukleotiden an das 
freie 3'-Ende beschrieben worden, 

Diese bekannten Tailing-Verf ahren haben jedoch den Nachteil, 
daJi die Reaktion schwierig zu steuern ist, die Ausbeuten an 
3 1 -verlangerten Molekiilen teilweise den Anf orderungen nicht 
geniigen sowie unerwiinschte Nebenprodukte entstehen, indem 
beispielsweise mehrere Oligonukleotide miteinander ligiert 
werden und so die 3 1 -Enden verschiedener DNA-Molekule nicht 
gleichmaMg verlangert werden. 

Der vorliegenden Erfindung lag das technische Problem zu* 
grunde, ein weiteres Verfahren zur Amplif ikation einer Nu- 
kleinsaure anzugeben, bei dem die aus dem Stand der Technik 
auftretenden Nachteile nicht beobachtet werden, und das ins- 
besondere eine hohe Effizienz bei der 3 1 -Ver langerung von 
Nukleinsauren gewahr leistet . 

Das obige Problem wird erf indungsgemetfi gelost durch ein Ver- 
fahren, bei dem das Tailing der Nukleinsaure dadurch er- 
folgt, da£ die zu amplif izierende Nukleinsaure mit einem Ri- 
bonukleotid in der Anwesenheit von Terminaler Transferase 
(auch terminale Desoxynukleotidyl-Transf erase (TdT) genannt) 
umgesetzt wird. 

Dieses Verfahren, im folgenden auch CRTC (kontrolliertes Ri- 
bonukleotid-Tailing von cDNA) genannt, nutzt die aufierst 
wirksame und gut kontrollierbare RNA-polymerisierende Akti- 
vitat der Terminalen Transferase unter iiblichen Tailing- 
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Bedingungen aus* Die iiblichen Tailing-Bedingungen sind z.B. 
beschrieben in Deng G.R. und Wu, R. (1983) , Methods in Enzy- 
mology 100: 96-116 und Rpychoudkurg R. et al., (1976), 
Nucleic Acids Res. 3: 863-877. Diese TdT-Aktivitat fiigt eine 
begrenzte Anzahl von Ribonukleotiden, welche als Triphospha- 
te (rNTPs) eingesetzt werden, an das 3 1 -Ende einer einzel- 
strangigen oder doppelstrSngigen Nukleinsaure, vorzugsweise 
einer DNA, an. Vorzugsweise werden 2-4 Ribonukleotide anpo- 
lymerisiert. 

Im Gegensatz zu der Primer-abhangigen DNA- 

Polymeraseaktivitat von TdT, die den wiederholten Einbau von 
Desoxyribonukleotiden (dNTPs) an den 3' -Terminus einer ein- 
zel- oder doppelstrangigen DNA katalysiert, dem Desoxyribo- 
nukleotid-Tailing, ist das Ribonukleotid-Tailing einer ein- 
zelstrangigen DNA weder beeinfluBt durch die Art der ange- 
fttgten Basen (rGTP, rATP, rUTP bzw. rCTP) noch durch die Art 
des 3 *-terminalen Nukleotids des DNA-Primers (Gqh/ t oh 
oder C 0H ) . Unter Standardbedingungen wird eine Ef f izienz von 
mehr als 95 % rait dem erf indungsgemaBen Ribo-Tailing von 
cDNAs erreicht. Ganz besonders bevorzugt fur das Ribo- 
Tailing ist rGTP. 

Die Erzeugung eines kurzen homopolymeren Anhangs aus Ribonu- 
kleotiden an dem 3 1 -Ende der Nukleinsaure erlaubt die unidi- 
rektionale Ligierung dieser Nukleinsaure, beispielsweise ei- 
nes ersten cDNA-Strangs , an eine linear isierte Plasmid-DNA 
mit einem komplementaren 3 • -uberhangenden Ende in der Anwe- 
senheit einer Ligase, vorzugsweise von T4 -DNA-Ligase . Das 
erf indungsgemaBe Verfahren macht somit das Anfiigen eines Ab- 
schnitts homopolymerer Desoxyribonukleotide uberf liissig, das 
oft schwierig zu optimieren und zu kontrollieren ist und 
haufig zu unspezif ischen PCR-Produkten fiihrt, und das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren vermeidet auch die Probleme, die auf- 
treten bei dem Ligieren eines einzelstrangigen Oligonukleo- 
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tids (auch Anker genannt) an das 3'-Ende von cDNAs durch T4- 
RNA-Ligase. 

In dem erf indunsgem&fcen Verfahren wird vorzugsweise eine 
einzelstrangige DNA eingesetzt, und ganz besonders eine 
cDNA, wobei diese sich in bevorzugter Weise von einer Poly 
(A) + -RNA ableitet. 

Bei einer bevorzugten Ausf uhrungsf orjm des erf indungsgemafcen 
Verfahrens wird nach dem Tailingschr itt an das 3 '-Ende des 
verlangerten Nukleinsauremolekuls ein weiteres Nukleinsaure-* 
molekiil gebunden. 

Das weitere Nukleinsauremolekiil ist vorzugsweise eine dop- 
pelstrangige DNA und besitzt ein 3 1 -iiberhangendes Ende, wel- 
ches komplementar ist zu dem 3 ! -Ende des durch die Ribonu- 
kleotide verlangerten NukleinsauremolekUls . Diese Komplemen- 
taritat zwischen dem weiteren Nukleinsauremolekul und dem 
verlangerten Nukleinsauremolekiil begiinstigt das zielgerich- 
tete Anbringen des weiteren Nukleinsauremolekuls durch des- 
sen Hybridisieren an das 3 1 -Ende des verlangerten Nuklein- 
sauremolekiils. Dieser Vorgang wird auch als "Tagging" be- 
zeichnet. 

Bei einer besonders bevorzugten Ausf tihrungsf orm ist das wei- 
tere Nukleinsauremolekul ein DNA-Vektor oder ein Adaptermo- 
lekiil (auch Linker genannt) , welches vorzugsweise gleichzei- 
tig eine Erkennungssequenz fur mindestens ein Restriktion- 
senzym enthalt. 

Weiterhin ist es bevorzugt, daft das weitere Nukleinsauremo- 
lekUl an das 3 1 -Ende des verlangerten Nukleinsauremolekiils 
nicht nur hybridisiert , sondern auch ligiert wird, vorzugs- 
weise mit T4 -DNA-Ligase . 
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Das weitere Nukleinsauremolekiil ist bei einer besonders vor- 
teilhaften Ausf Uhrungsf orm gleichzeitig der Primer fiir die 
Synthese eines zweiten DNA-Strangs, der den ersten DNA- 
Strang komplementar erganzt. Die Synthese des komplementaren 
Stranges kann vor der eigentlichen PCR-Amplif ikation erfol- 
gen, so da£ zunMchst eine doppelstrangige NukleinsMure er- 
halten wird, die dann mit der herkommlichen PCR-Technik 
amplif iziert wird. Jedoch kann die Synthese des komplementa- 
ren Strangs ( Zweitstrangsynthese) gleichzeitig mit der PCR- 
Amplif ikation erfolgen. 

Das erf indungsgemafce Verfahren eignet sich fiir samtliche 
Verfahren, bei denen DNA-Adaptoren verwendet werden und/oder 
ein dNTP-Tailing mittels TdT erfolgt (wie beispielsweise in 
Verfahren unter Verwendung des PCR-Select-cDNA-Subtraction- 
Kits von Clontech, verof f entlicht in CLONTECHniques , Oktober 
1995) , besonders eignet es sich aber zur Sequen2analyse von 
RNA, insbesondere zum Erfassen der 5 ' -Sequenz einer selten 
vorkommenden RNA. 

Dabei ist es zunachst erf orderlich , daB von der zu analysie- 
renden RNA ein erster cDNA-Strang hergestellt wird. Dies kann 
durch die im Stand der Technik bekannten Verfahren erfolgen. 
Der erhaltene einzelstrangige cDNA-Strang wird dann amplifi- 
ziert durch die MaBnahmen, wie oben im einzelnen erlautert. 
Die erhaltene amplif izierte doppelstrangige DNA kann an- 
schlieBend herkommlichen Verfahren zum Sequenzieren von DNA 
unter zogen werden. 

Des weiteren erlaubt die vorliegende Erfindung die Bereit- 
stellung eines Kits fiir die Amplif ikation einer beliebigen 
Nukleinsaure, wobei der Kit mindestens ein Ribonukleotid 
enthalt, vorzugsweise ausgewahlt aus rGTP, r ATP , rUTP und 
rCTP, sowie die Terminale Transferase. 
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Figur 1 zeigt das Ergebnis eines erf indungsgemaften Ribonu- 
kleotid-Tailings von einzelstrangiger DNA* 

32 

0,02 pMol eines 5' -terminal mit P markierten DNA- 
Oligonukleo-tids (21-mer; 5 1 -GTTACCATTTTAATACACTTG) wurden 
inkubiert mit rNTPs (ATP, CTP, GTP oder UTP) in der Anwesen- 
heit von TdT unter Reaktionsbedingungen wie in der folgenden 
Beschreibung naher ausgefUhrt. Die Produkte wurden auf einem 
20% Poly (A) crylamid/8M Harnstoffgel f raktioniert , autoradio- 
graphies und quantif iziert mit Hilfe eines Phosphor Imager 
(Modell 400B, Molecular Dynamics) . 

Spezif ischer , Figur la zeigt die Analyse der 5 ' -terminalen 
Sequenzen von RNAs , umfassend das kontrollierte Ribonukleo- 
tid-Tailing von cDNAs, Tagging, PCR-Amplif ikation und das 
Dideoxy-Standardsequenzierverf ahren der erhaltenen und klo- 
nierten PCR-Produkte . Die Vektorsequenzen sind fett gedruckt 
gezeigt. Die cDNA-Sequenzen sind kursiv gezeigt. Die GG- und 
GGG-Nukleotide, die dem 3 '-Terminus der cDNA-Sequenzen durch 
das TdT katalysierte Ribonukleotid-Tailing angeftigt wurden, 
sind angegeben. Die Reinigung der biotinylierten PCR- 
Produkte, die in den unten naher beschr iebenen Verf ahren er- 
zeugt wurden, wurde durchgef iihrt mit magnetischen Kligelchen, 
wie beschrieben von Hultmann, S. , Staahl, E. , Homes, M. und 
Uhlen, L. (1989), Nucleic Acids Res. 17, 4937-4939. Nach ei~ 
ner Doppelspaltung mit SacI und EcoRI wurden die PCR- 
Produkte in die entsprechenden Restr iktionsspaltstellen ei- 
nes pBluescript II KS + Phagmids (Stratagene) eingefiigt und 
dem Dideoxy-Standardsequenzierverf ahren mit einem T7-Primer 
(5 1 -AATACGACTCACTATAG) in der Anwensenheit von Sequenase 
(Amersham Life Science) unterzogen. 

Figur lb zeigt die Prozentsatze an den nicht umgesetzten 
Fraktionen (0), von verlangerten Moleklilen (+2 bis +4) und 
den gesamten Umsatz (umgesetzte Fraktion) abhangig von dem 
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verwendeten rNTP. $ bedeutet die Kontrollreaktion in der Ab- 
wesenheit von rNTPs. Die Natur der Reaktionsprodukte, ver- 
langert durch zwei (+2) Oder drei (+3) Ribonukleotide, wurde 
bestatigt durch eine PCR-vermittelte Analyse der RNA- 
Sequenzen, wie beschrieben in Hetzer, M. und Mueller, M.W. 
(1993), Nucleic Acids Res. 21, 5526-5527. 

Figur 2 zeigt das Prinzip des CRTC bei dem PCR-vermittelten 
Klonieren und Sequenzieren von unbekannten 5'-Enden einer 
spezifischen mRNA. Der erste Schritt stellt die Erststrang- 
cDNA-Synthese von Gesamt-RNA oder Poly (A) + mRNA dar, und sie 
wird durchgefiihr mit einem mRNA-spezif ischen Primer, der 3' 
gelegen ist (eine bekannte Region in dem 3*-Teil der mRNA- 
Matrize ein Oligo(dT) Primer) . Im zweiten Schritt werden die 
gereinigten cDNA-Produkte an ihren 3 1 -Enden durch das Anfii- 
gen von zwei bis vier Ribonukleotiden (rGTPs) modifiziert 
und im dritten Schritt an einen spezifischen doppelstrangi- 
gen DNA-Adaptor uber einen komplementaren 3'- 
Dinukleotidiiberhang (CC) in der Anwesenheit von T4-DNA- 
Ligase angebracht. Im vierten Schritt erfolgt die PCR- 
Amplif ikation unter Verwendung eines adaptorspezif isches 
Primers (dieser ist 5 '-terminal biotinyliert) und einem 
cDNA-spezif ischen "nested" Primer, enthaltend eine gewiinsch- 
te Restriktionsspaltstelle; im gezeigten Fall EcoRI) . Die 
PCR-Ampl if ikation erzeugt ein einzigartiges PCR-Produkt, das 
geeignet ist zur direkten Festphasensequenzierung nach Hult- 
mann et al., (1989), Nucleic Acids Res., 17: 4937-4939), 
Oder fur die Dideoxysequenzierung nach einem Klonierungs- 
schritt unter Verwendung der Restriktionsspaltstellen, die 
aus dem DNA-Adaptor (Sad, NotI wie im Beispiel) oder von 
dem cDNA-Primer stammen. 

Figur 3 zeigt die Ergebnisse des rGTP-Tailings von cDNA un- 

2+ 2+ 

ter verschiedenen Bedingungen. Es wurden CO oder Mg ent- 
haltende Cacodylatpuffer verwendet. 0,005 jiM eines am 5'- 
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Terminus mit P markierten DNA-Oligonukleotids (25-mer, 5' 

GTGAGACAAGTATAAG TAT ATT ATT ) wurden mit einem 10 1 -fachen bis 
c 2 + 

10 -fachen t)berschu£ an rGTP als dero Substrat in CO Oder 
Mg 2+ (1/5 mM) enthaltendem Cacodylatpuf f er unter Enzymiiber- 
schuS bei 37 °C fiir 60 Minuten in einem 10 pi Reaktionsansatz 
inkubiert. Die Produkte wurden auf einem 2 0% Po- 
ly (A) crylamidgel/8 M-Harnstoff Gel f raktioniert , autoradio- 
graphies und quantif iziert (Phosphor Imager Model 400B, Mo- 
lecular Dynamics), Die Konzentration der rGTP-Substrate (1 
bis 5: 0,05 ^M; 0,5 MM; 5 mM; 50 mM; 500 )iiM) r die Prozent- 
satze an nicht umgesetzten Fraktionen (0) und der umgesetzen 
Fraktionen sind in Abhangigkeit des verwendeten Metallions 
angegeben. 0 bedeutet die Kontrollreaktion in der Abwesen- 
heit von rGTP. 

Figur 4 zeigt die Bestimmung des Transkriptionsstarts des 
DNA-Topoisomerase I-Gens von Hefe (Saccharomyces cerevisiae) 
durch CRTC-vermittelte Amplif ikation von cDNA-Sequenzen . 2um 
Lokalisieren des Transkriptionsstarts des YSCTOPI-Gens 
(YSCTOPI; EONr . 5.99.1.2), ausgehend von einer Po- 
ly (A) + mRNA-Population , wurden die folgenden Variationen un- 
seres Standardprotokolls angewendet. (1) Poly (A) + mRNA (500 
ng) vom Hefestamm DBY-74 6 (ClonTech) wurde einer Erststrang- 
cDNA-Synthese mit einem Primer, der spezifisch ist fiir den 
Minusstrang der DNA-Topoisomerase I (Position 941 bis 965) , 
unterzogen. (2) Das Ribonukleotid-Tailing der cDNAs wurde 
durchgefiihrt mit rCTP (5 ^M) in einer 50 m1 Reaktion. (3) 
Ein Aliquot (10 bis 20%) der rC-verlangerten cDNA-Produkte 
wurde mit einem komplementaren dG-Dinukleotid-3 1 -Uberhang 
ligiert (tagged) , wobei der Uberhang durch Doppelspaltungen 
(Bsgl x Xbal) des BSII/KS+IBsgl-Plasmids (2,5 fmol) erzeugt 
worden war. (4) Die mit den Vektoren versehenen cDNAs (10%) 
wurden direkt einer PCR-Amplif ikation (94 °C, 20 Sekunden; 
67°C, 60 Sekunden; 40 Zyklen) unterzogen unter Verwendung 
des 5 1 -terminal biotinylierten, vektorspezif ischen Primers 
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(M13 revers; 25 pMol) und einem YSCTOPI-genspezif ischen Pri- 
mer (Position 706 bis 727; 25 pMol) umfassend eine EcoRI- 
Stelle an seinem S'-Ende. Nach Spaltung mit EcoRI wurden die 
erhaltenen Fragmente in der EcoRI-Stelle eines pBluescript 
II KS + Phagemid (Stratagene) kloniert, und 45 Klone wurden 
durch das Dideoxysequenzierverf ahren unter Verwendung eines 
automatischen DNA-Sequenzierers (LI-COR 4000L) analysiert. 

Unter Anwendung dieses Verfahrens wurden 5 einzelne Trans- 
kriptionsstartstellen auf dem YSCTOPI-Gen (EC-Nr. 5.99.1.2) 
(Positionen 439 (6/45); 444 (11/45); 447 (7/45); 451 (19/45) 
und 462 (2/45)) charakterisiert . Die Abweichungen von der 
genomischen Sequenz (der Bereich von ein bis vier T-Resten, 
die dem kurzen Stuck an rCMP-Anhang an dem 3 f -Ende der cDNAs 
vorangestellt sind) sind als Reste A dargestellt. Die zwei 
moglichen Transkriptionsstartstellen, die zuvor von Thrash 
et al«, Proc. Natl. Acad. Sci. , USA, 82: 4374-4378 (1985), 
vorgeschlagen worden waren, aufgrund von theoretischen Uber- 
legungen, sind unterstrichen. 

Das hierin beschriebene CRTC durch terminale Transferase ist 
eine alternative Strategie bei auf Amplif ikation beruhenden 
Ansatzen zur cDNA-Klonierung und mRNA-Sequenzanalyse . Das 
empfohlene Verf ahren bietet mehrere Vorteile gegeniiber den 
Ublichen dNTP-Tailingreaktionen und bietet mehrere Verbesse- 
rungen, wenn es mit anderen Protokollen fur die auf PCR ba- 
sierender Analyse von cDNA-Sequenzen verglichen wird. Er- 
stens, im Gegensatz zu dem Homopolymer-Tailing mit dNTPs 
durch terminale Transferase (Eschenfeldt et al., (1987), 
Meth. Enzymol. 152: 3 37-342) ist die CRTC leicht zu kontrol- 
lieren, selbst-beschrankend, da nur zwei bis vier Reste an- 
gefugt werden, und auiierst effizient. Unter den hierin emp- 
fohlenen Reaktionsbedingungen wird ein minimaler Einbau von 
85% erreicht; typische Werte liegen in dem Bereich von mehr 
als 98%. Zweitens, weder das AusmaB der Umsetzung 
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(Umsetzungsrate) noch der Umfang der Verlangerung durch 
rNTPs (Anzahl der angeftigten rNTPs) werden stark durch die 
als Substrat verwendeten Ribonukleotide beeinflufct; auch 
werden diese Parameter nicht stark durch die Art des termi- 
nalen Desoxynukleotids des DNA-Primers beeinfluBt. SchlieB- 
lich erlaubt die Verwendung eines kurzen homopolymeren Ribo- 
nukleotidanhangs an dem 3V-Ende der cDNA die unidirektionale 
Ligierung einer Erstrang-cDNA an eine doppelstrangige DNA 
(linearisierte Plasmid-DNA oder Adapter) mit einem komple- 
mentaren 3 ' -Uberhang in der Anwesenheit von T 4 -DNA-Ligase. 
Dieses Verfahren beseitigt nicht nur die Notwendigkeit , ho- 
mopolymere DNA-Anhange bei auf Amplif ikation beruhenden An- 
sStzen zu verwenden (RACE; rasche Amplif ikation von cDNA- 
Enden; vgl. Frohman et al., (1988), Proc. Natl. Acad. Sci, 
USA 85: 8998-9002), was schwierig zu optimieren und zu kon- 
trollieren ist und oft zu einem hohen Background an unspezi- 
fischen PCR-Produkten fiihrt, sondern vermeidet auch die Pro- 
bleme, die durch die Ligierung eines einzelstrangigen An- 
keroligonukleotids an die 3'-Enden von cDNAs (SLIC; Einzel- 
strangligierung von cDNA-Enden) durch T 4 -RNA-Ligase hervor- 
gerufen werden (Vgl. Edwards et al. , (1991), Nucleic Acids 
Res., 19: 5227-5232 und Troutt et al., (1992), Proc. Natl. 
Acad. Sci, USA 89: 9823-9825). Zusammenf assend kann man 
feststellen, daB im Vergleich zu RACE oder SLIC das erf in- 
dungsgemaBe CRTC-Verf ahren eine hohere Spezifitat und Zuver- 
lassigkeit bei PCR-vermittelten Analysen von mRNA-Sequenzen 
ermoglicht. 

Unter den empfohlenen Reaktionsbedingungen fur das Hompoly- 
mer-Tailing mit rNTPs ist das AusmaB des cDNA-Tailings au- 
Berst effizient (>98%) und selbstbeschrankend, wobei ein 
kontrollierter Einbau von zwei bis vier Ribonukleotiden an 
das 3'-Ende einer cDNA erfolgt. Das AusmaB und der Umfang 
der Verlangerungsreaktion kann je nach Bedarf durch die Wahl 
der Konzentration der terminalen Transferase, der Konzentra- 
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tion der cDNA-Enden in der Reaktion und der Konzentration 
der als Substrat verwendeten rNTPs variiert werden. Unter 
den Bedingungen eines molaren Oberschusses an Enzym iiber die 
DNA-Enden wird die Reaktion von dem Enzym gesteuert, und die 
Konzentration der cDNA-Termini iibt einen geringen EinfluB 
auf das Ausmafc der Reaktion aus (Vgl. Eschenfeldt et al., 
siehe oben) . Somit beeinf luflt die Konzentration der rNTPs 
bei einem EnzymiiberschuB in dem Reaktionsansatz nur den Grad 
der Verlangerungsreaktion aber nicht das Ausmafc der Reakti- 
on. Als eine Konsequenz kann, falls gewiinscht, der Grad des 
rNTP-Einbaus bis auf ein Nukleotid verringert werden durch 
Erniedrigen der rNTP-Konzentration in der Reaktionsmischung . 

Das erf indungsgemafie CRTC-Verf ahren eroffnet weiterhin die 
Moglichkeit, die vollstandige Sequenz einer Poly (A) mRNA zu 
klonieren. Die Spezifitat von oligo (dT) Primern bei der cDNA- 
Synthese und der Primer bei der PCR bereitet oftmals Proble- 
me. Die Schwierigkeiten stammen von der unterschiedlichen 
Lange der homopolymeren Poly (A) -Anhange. Diese Probleme kon- 
nen teilweise gelost werden unter Verwendung eines Oli- 
go (dT) Primers mit einer zusatzlichen spezifischen Sequenz an 
dem 5'-Ende, wie es bei der "RACE-Amplif ikation" von cDNA- 
Enden erfolgt (RACE; vgl. Frohmann et al., (1988), Proc. 
Natl. Acad. Sci, USA 85: 8998-9002). Die anschliefiende er- 
neute Ampl if ikation beruht dann auf einem Primer, der gegen 
eine spezifische Sequenz gerichtet ist. Alternativ kann der 
Oligo (dT) Primer mit zwei degenerierten Positionen (3 • (A, G, 
C, T) (A, G, C) ) synthetisiert werden, wobei dies zu einer 
praziseren Hybridisierung an der Verkniipf ungsstelle zwischen 
mRNA und Poly (A) + -Anhang bei der Erststrang-cDNA-Synthese 
fiihrt. Eine Kombination der beiden obigen Alternativen stei- 
gert die Spezifitat, und deshalb ist ein am 3'-Terminus de- 
generierter Oligo (dT) Primer, enthaltend zusatzliche spezifi- 
sche Sequenzen an seinem 5'-Ende, bei der Erststrang-cDNA- 
Synthese empf ehlenswert . 
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Die folgenden Beispiele erlSutern die Erfindung: 

Zur Analyse einer RNA kann von einer Poly(A)*-RNA mit einem 
7- Methyl-GTP (M7-GPPP) ausgegangen werden. 

Erster Schritt: Synthese eines ersten cDNA-Strangs und des- 
sen Reinigung. 

Die Synthese eines ersten cDNA-Strangs beruht auf einer be- 
kannten spezifischen Sequenzinf ormation aus der 3 1 -Region 
der zu analysierenden RNA oder dem Poly (A) -Anhang, der bei 
den meisten mRNAs vorhanden ist. Es wird ein Sequenz- 
spezifischer Primer oder ein Oligo (dT) Primer verwendet, urn 
die cDNA-Synthese, basierend auf der mRNA-Matrize einzulei- 
ten. Nach dem Abbau der mRNA-Matrize durch eine Alkalibe- 
handlung wird die Reinigung der cDNA erreicht mit Hilfe ei- 
ner Silikamatrix in einem ZentrifugiergefaB. 

Zweiter Schritt : Homoribonukleotid-Tailing 

Das Homoribonukleotid-Tailing des ersten cDNA-Strangs durch 
TdT kann durchgefiihrt werden in der Anwesenheit eines belie- 
bigen rNTP ( r GTP , rATP, rUTP oder rCTP) . Die Reinigung der 
3 ' -verlan-gerten cDNAs und die Probengewinnung wird durchge- 
fiihrt mit einer Silikamatrix in einer fur die Zentrif ugation 
geeigneten Saule. 

Dritter Schritt: Tagging der cDNA 

Die einzelstrangige cDNA , die an ihrem 3 1 -Ende mit zwei bis 
vier Homoribonukleotiden versehen ist, wird kovalent ligiert 
mit einer linearisierten Vektor-DNA oder einem DNA-Adapter 
mit inem 3 • -iiberhangenden Ende, das komplementar ist zu dem 
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3*~Ende der verlangerten DNA. Fiir die Ligierung wird T4 DNA- 
Ligase verwendet. 

Vierter Schritt: PCR-Amplif ikation der cDNA 

Die PCR-Amplif ikation wird durchgefuhrt mit einem 5'* 
terminal biotinylierten, ersten Primer, der spezifisch ist 
fiir den Vektor Oder den Adapter, und dem cDNA-Primer als 
zweiten Primer, der bei der Synthese des ersten cDNA-Strangs 
verwendet wurde und der in der Regel aus dem 3 1 -Bereich der 
RNA stammt. Gegebenenf alls kann an dessen Stelle auch ein 
anderer, aus dem 3 1 -Bereich stammender Primer (nested Pri- 
mer) verwendet werden. Als Polymerase wird DNA-Polymerase 
verwendet, vorzugsweise Taq-Polymerase. 

Fiinfter Schritt: Sequenzieren der amplif izierten DNA 

Es kann beispielsweise die direkte Festphasensequenzierung 
des amplif izierten Produkts mit Hilfe von magnetischen Ku- 
gelchen als festem Trager (Hultmann, S., Staahl, E. , Homes, 
M. und Uhlen, L. (1989), Nucleic Acids Res. 17, 4937-4939) 
mit einem cDNA-spezif ischen Primer in der Anwesenheit von T7 
DNA-Polymerase erf olgen . Alternat iv kann das Sequenzieren 
nach dem Dideoxy-Verf ahren durchgefiihrt werden und zwar nach 
der Reinigung des PCR-Produkts Oder nach einem Klonierungs- 
schritt, bei dem das Produkt in die gewiinschte Orientierung 
in einen Vektor eingebracht wird. 

Das folgende Beispiel beschreibt ausfiihrlich die Sequenzana- 
lyse des 5 f -Anteils eines RNA-Molekiils (4 03 Nukleotide 
lang) , das durch in-vitro Transkription mit T7 RNA Polymera- 
se hergestellt worden war. 

(1) Synthese des ersten cDNA-Strangs und Auf reinigung der 
Probe: aus Gel extrahierte ssRNAs (0,1 pMol) , herge- 
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stellt durch in-vitro Transkription eines PCR-Fragments 
enthaltend einen T7 Promoter, wurden einer cDNA-Synthese 
mit einem Sequenz-spezif ischen Primer aus der 3 1 -Region 
der RNA-Matrize (S3: 5 ' -GGTATATGT TATATATAAAC) fiir 15 
min bei 37°C unterzogen, wobei 10 Einheiten Superscript 
Reverse Transcriptase (RT; Gibco BRL) in einem 20 (il Re- 
. aktionsansatz , enthaltend 50 mM Tris-HCl (pH 8,3), 75 mM 
KCl, 3 mM MgCl 2/ 5 mM DTT, 0,3 mM dNTPs, verwendet wur- 
den. Direkt folgend auf die Synthese des ersten Strangs 
vurde die mRNA-Matrize unter alkalischen Bedingungen ab- 
gebaut (50 mM Na 2 CO 3 /NaHC0 3 , pH 9,5; 30 min, 95°C) . Die 
Reinigung des cDNA-Produkts und die Wiedergewinnung der 
Probe in Wasser (QD) wurde durchgefUhrt mit einer Saule 

TM 

GlassMAX (Gibco BRL) , die zur Zentrif ugation geeignet 
ist . 

(2) Ribonukleot id-Tailing von cDNAs: 0,01 pMol des gereinig- 
ten cDNA-Produkts wurden fiir 60 min bei 37 °C in der An- 
wesenheit von 5 Einheiten TdT (Boehringer Mannheim) und 
rGTP (Pharma-cia) inkubiert. Der Inkubationsansatz hatte 
ein Volumen von 10 jo.1 und enthielt 200 mM Kaliumcacody- 
lat, 2 5 mM Tris-HCl, 0,2 5 mg/ml BSA, pH 6,6 (TdT-Buffer, 
Boehringer Mannheim), 1,5 mM CoCl 2 , 0,5 /iM rGTP. Die 
Reinigung der am 3 , -Ende verlangerten cDNA wurde durch- 
gefUhrt durch eine EtOH/NaAc (0,3 M) Prazipitation. 

(3) Tagging einer mit rG-verlangerten cDNA mit einem iinea- 
risierten Plasmidvektor mit einem komplementaren 3'- 
ilber-hangenden dC-Dinukleotid mit Hilfe von T4 DNA- 
Ligase: 2,5 fMol der rGTP-verlangerten cDNA wurden fiir 6 
Std. bzw. tiber Nacht bei 16°C inkubiert mit 2,5 fMol ei- 
nes mit Bsgl und EcoRI gespaltenen Derivats 

(BSII/KS+ /Bsgl) eines pBlue-script II KS + Phagmids 

(Stratagene) in der Anwesenheit von 1 Einheit T4 DNA- 

Ligase (Boehringer Mannheim) in einem Endvolumen von 20 
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(il DNA-Ligasepuf fer gema/3 Herstellerangaben (Boehringer 
Mannheim) . 

Das BSII/KS+/BsgI-Derivat des Phagmids (Stratagene) wur- 
de hergestellt durch Oligonukleotid-vermittelte Mutage- 
nese durch Ersetzen des Hindlll x Pstl-Fragments in der 
Klonierungsstelle des Phagmids durch das 31-mer mit der 
Sequenz 5 f -AGCTTGATATC GAATT CGTG C AG AT A CTG C A (die Bsgl- 
Stelle ist unterstf ichen; die EcoRI-Stelle ist kursiv 
gezeigt) . Das BSII/KS+/BsgI-Phagmid erlaubt die Blau- 
wei£-Selektion ; die Spaltung mit Bsgl erzeugt eine ein- 
zige Spaltstelle mit iiberhangenden Enden abwarts 
(N16/N14) von der Bsgl-Erkennungsstelle , wobei ein 3'- 
Uberhangendes Dinukleotid (3*-CC) an der Smal-BamHI- 
Stelle erzeugt wird, 

(4) PCR-Amplifikation der cDNA-Produkte aus (3): 2 \il der 
ligierten Mischung wurden direkt der PCR-Amplifikation 
unter Verwendung der Standardtechniken (94°C, 20 s; 
58°C, 20 s; 72 °C, 40 s; 35 Zyklen) in einem 50 fil Reak- 
tionsansatz unterzogen, wobei 1 Einheit Taq DNA- 
Polymerase (Boehringer Mannheim) und Puf f erbedingungen, 
wie vom Hersteller empfohlen (Boehringer Mannheim) , ver- 
wendet wurden- Als amplif izierte PCR-Produkte wurden er- 
halten: 215 bp bis 216 bp Fragmente. Die verwendeten 
PCR-Primer waren: ein BSII/KS+/ Bsgl spezifischer Minus- 
strangprimer (M13-20 PCR; 5 ' -GACGTT GTAAAACGACGGCCAGT ; 
26 pMol; 5' -terminal biotinyliert) ; ein cDNA- 
spezif ischer , Plusstrangprimer (S3 -PCR: 5 1 -AATAAGAATFC 
GCATGTCTAATTA GGTATATGTTATATATAAAC : 2 5 pMol) enthaltend 
eine EcoRI-Stelle (kursiv gedruckt) und teilweise kom- 
plementar (unterstrichen) zu der 3' -Region der cDNA- 
Sequenz des zweiten Strangs. 
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(5.1) Direkte Festphas&nsequenzierung der PCR-Produkte : Die 
Reinigung der PCR-Produkte und das Sequenzieren nach 
dem Dideoxyverf ahren unter Verwendung magnetischer Ku- 
gelchen als festem Trager wurde durchgefUhrt wie be- 
schrieben in Hultmann, s., Staahl, E. , Homes, M, und 
Uhlen, L. (1989), Nucleic Acids Res. 17 , 4937-4939. Die 
verwendeten Sequenzierprimer waren: S3: koinplementar 
zu der 3 '-Region des zweiten cDNA-Strangs . 

(5.2) Dideoxysequenzierung von klonierten PCR-Produkten ; Die 
Reinigung der PCR-Produkte unter Verwendung magneti- 
scher Kugelchen wurde durchgefuhrt wie beschrieben von 
Hultmann et al., siehe oben. Nach einer Doppelspaltung 
mit SacI x EcoRI wurden die PCR-Produkte in die ent- 
sprechenden Restriktionsspaltstellen eines pBluescript 
II KS + phagmids (Stratagen) eingefiihrt und dem Di- 
deoxy-Standardsequen-zierverf ahren mit einem T7 Primer 
in der Anwesenheit von Sequenase (Amersham Life 
Science) unterzogen (siehe auch Fig. 1) 

Der Umfang des Einbaus von zwei (13/20), drei (7/20) oder 
vier (0/20) rGMP-Resten an die 3'-Enden der cDNAs korrelier- 
te gut mit den Werten, die bei den rGTP-Tailingreaktionen 
mit einzelstrangigen DNA-Primern in der Anwesenheit von 0,5 

Substrat beobachtet wurden ( + 2, 68,7%; +3, 29,1%; siehe 
auch Figur 3) . 

vsrf ahren *nm kontroll ierten p i bonukleot i d (rGTP) -Ta i ling von 
cDNA mit terminaler Transferase 

TM * i 

0,01 bis 0,05 pMol der gereinigten (GlassMAX spin column, 
Gibco BRL) Erststrang-cDNA wurden fur 60 min bei 37 "C in der 
Anwesenheit von 5,0 Einheiten TdT (Boehringer Mannheim) und 
rGTP (Pharmacia) in folgendem 10 /xl Reaktionsansatz inku- 
biert: 200 mM Kaliumcacodylat , 25 mM Tris-HCl, 0,25 mg/ml 
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BSA, pH 6,6 (TdT-Puf f er , Boehringer Mannheim) , 1,5 mM CoCl 2 , 
5 fM rGTP. Diese empfohlenen Bedingungen (Cacodylatpuf f er 
enthaltend CoCl 2 , terminale Transferase im molaren UberschuB 
uber die Konzentration der cDNA-Termini, 10 3 -facher tiber- 
schuB von rGTP Uber cDNA 3'-Enden) sind am besten geeignet 
fur den Einbau von zwei bis vier rGMPs an das 3' -Ende der 
einzelstrangigen DNA (AusmaB der Umsetzung: 98,6%; Verlange- 
rung durch die Reaktion: +1 (0,0%); +2 (6,7%); +3 (71,9%); 
+4 (19,9%)). Herabsetzen der rGTP-Konzentration in der Reak- 
tionsmischung auf 0,5 iiM fordert den Einbau von zwei bis 
drei rGMPs (AusmaB der Umsetzung: 97,9%; Verlangerung durch 
die Reaktion: +1 (0,0%); + 2 (68,7%); +3 (29,1%); +4 (0,1%) 
siehe auch Figur 3). Fur die meisten Anwendungen werden 
rGTP-Konzentrationen in dem Bereich von 0,5 bis 5,0 fiM 
empfohlen. Das gleiche Protokoll kann im wesentlichen fur 
alle anderen rNTPs als Substrat verwendet werden. Die Reini- 
gung der am 3 1 -Ende mit Ribonukleotiden verlangerten cDNA 
wird mit EtOH/NaAc (0,3 M) Fallung oder alternativ uber eine 

TM 

GlassMAX spin column (Gibco BRL) bewerkstelligt . 

Kontrollierter Einbau von Ribonukleotidhomopolvmeren and das 
3 1 -Ende von cDNAs 

In einem. ersten Schritt bei dem kontrollierten Tailing von 
cDNA-Enden mit Ribonukleotiden wurde ein 5 '-terminal rait 32 P 
markiertes Desoxyoligonukleotid (21-mer) fiir den Einbau ei- 
ner begrenzten Anzahl an rNTP-Substraten verwendet. 0,02 
pMol dieses DNA-Primers wurden in einem Cacody latpuf f er 
[(CH 3 ) 2 AS0 2 ], enthaltend COCl 2 , mit 5 /LtM rNTPs ( r ATP , rCTP, 
rGTP oder rUTP) in der Anwesenheit von TdT bei 37 °C fiir 60 
Minuten unter Standardinkubationsbedingungen inkubiert, wie 
fiir das dNTP-Tailing beschrieben. Wie aus der Figur lb er- 
sichtlich, katalysiert TdT unter den fiir das dNTP-Tailing 
empfohlenen Bedingungen (Boehringer Mannheim) einen auBerst 
effizienten und kontrollierten Einbau der rNTP-Substrate an 
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das 3 ! -Ende eines einzelstrangigen DNA-Primers. In samtli- 
chen Testans3t2en wurde eine gesamte Umsatzrate von liber 98% 
fiir das Anfiigen von zwei bis vier rNMPs erhalten. Die Art 
der um zwei (+2) und drei (+3) Ribonukleotide verlangerten 
Reaktionsprodukte wurde durch PCR-Analyse von RNA-Sequenzen 
bestatigt, wie von Hetzer M. und Miiller M.W. (1993), Nucleic 
Acids Res. 21: 5526-5527 beschrieben. 

Bei den Tailingreaktionen unter Verwendung von dNTPs als 
Substrat ist das AusmaB und der Grad der Verlangerung durch 
die Desoxynukleotide eine Funktion der Konzentration von En- 
zym, der Konzentration der cDNA-Termini , der Konzentration 
der gewahlten dNTP, des Puffers und des Metallions (siehe 
Chirpich, T.P. (1977), BBRC 78: 1219-1226, Eschenfeldt W.H. 
et al. (1987), Meth. Enzymol. 152: 337-342), Unter den Be- 
dingungen eines Enzymiiberschusses beeinfluBt die Konzentra- 
tion der cDNA-Termini das AusmaB der Reaktion nur wenig 
(Eschenfeldt et al., s.o.) und die Reaktion wird maBgeblich 
von dem Enzym gesteuert. Unter speziellen Kalium-Cacodylat- 
Puf f erbedingungen fixr das Ribotailing der cDNA-Enden sind 
weitere Faktoren, die das AusmaB und die Lange des Reakti- 
onsprodukts bestimmen, die rNTP-Konzentration und das Metal- 
lion. 

Es vurde weiterhin der EinfluB verschiedener Konzentrationen 
an rGTP als das Substrat in C0 2+ - und Mg 2+ -haltigen Puffersy- 
stemen auf das AusmaB und die Ausdehnung des Ribonukleotid- 
tailings untersucht. In CO^-haltigen Reaktionsmischungen 
erhohte sich, wenn die Konzentrationen an rGTP von dem 10- 
fachen UberschuB Uber ssDNA-Enden bis zum 100-fachen tiber- 
schuB erhoht wurden, der Prbzentsatz an erhaltenen Reakti- 
onsprodukten und die Lange des Ribonukleotidanhangs (Figur 
3). Bei einem 10 2 -fachen bis 10 5 -fachen UberschuB an rGTP 
wird nur die Lange des Anhangs beeinfluBt, wobei der gesamte 
Umsatz von Uber 98% unverandert bleibt. In Mg -haltigem 
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Puffer war ein 10 3 - bis 10 5 -facher UberschuB an rGTP iiber 
die DNA-Enden am besten fur den Einbau von zwei bis drei 
rGMP-Resten geeignet. 

Of f ensichtlich ist unter den speziellen empfohlenen Bedin- 
gungen (z.B- Cacody latpuf f er enthaltend C0CI2, terminale 
Transferase im molaren Uberschufi Uber die Konzentration der 
cDNA-Enden, 10 2 - bis 10 3 -facher OberschuB an rGTP iiber 
ssDNA) das Ribonukleotid-Tailing selbst-beschrankend, wobei 
zwei bis vier rGMPs eingebaut werden (Figur 3). Urn diesen 
beschrankten Einbau ausf uhrlicher zu untersuchen, wurden 
einzelstrangige DNA-Primer, die um 2 , 3 oder 4 Ribonukleoti- 
de verlangert worden waren, aus dem Gel extrahiert und einer 
zweiten Runde des dNTP-Tai lings unterworfen. Ein moderater 
und verzogerter wiederholter Einbau an Desoxynukleotiden 
wurde beobachtet, wenn Primer untersucht wurden, die durch 
zwei Ribonukleotide verlangert worden waren (17% nicht umge- 
setzt). DNA-Primer, die um drei (96% nicht umgesetzt) oder 
vier Ribonukleotide (99% nicht umgesetzt) verlangert worden 
waren, waren einem weiteren Einbau von dNTP-Substraten durch 
terminale Transferase praktisch nicht zuganglich. Umgekehrt, 
wenn die Ribonukleotid verlangerten DNA-Primer in der Anwe- 
senheit von rNTP als dem Substrat untersucht wurden, war die 
Reaktion selbst-beschrankend, wobei als obere Grenze eine 
Gesamtzahl von vier Einbaureaktionen erfolgte. Diese Daten 
zeigen, dafi unter den empfohlenen Reaktionsbedingungen DNA- 
Primer mit vier rNMPs am 3*-Ende inert gegeniiber dem Einbau 
von weiteren Nukleotiden (dNTPs oder rNTPs) sind. Somit ist 
die Ribonukleotidverlangerung von cDNA-Enden leicht zu kon- 
trollieren durch den sich selbst-beschrankenden Umfang des 
Einbaus der Nukleotide. 

Weiterhin wurde untersucht, ob das Anfiigen von Ribonukleoti- 
den durch das 3 '-terminale Nukleotid des einzelstrangigen 
DNA-Primers beeinfluBt wird. Zu diesem Zweck wurden vier 
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verschiedene Varianten eines 5' P-markierten DNA-Oligo- 
nukleotids (2 0-mer; 5 1 GGTATATGTTATATATAAAN ; N=G , A, G oder 
C) analysiert in der Anwesenheit von rNTPs und TdT, wie oben 
beschrieben. Ein minimaler Einbau von mehr als 85% wurde er- 
reicht, wenn DNA-Primer eingesetzt wurden, die mit dG-Enden 
versehen waren, wobei der Test in Anwesenheit von rUTP oder 
rGTP als dem Substrat durchgef lihrt wurde; typische Werte ftir 
das Anfiigen von zwei bis vier rNMPs lagen in dem Bereich von 
98% • 

Alle Arten an doppelstrangigen DNA-Termini ( 3 1 -iiberhangende 
Enden, glatte Enden, 3'-kiirzere Enden) konnen mit rNTPs als 
dem Substrat verlangert werden. Wie die dNTP-Tailing- 
Reaktionen wurde die beste Reaktion mit 3 1 -iiberhangenden En- 
den erzielt. 

Zusammenf assend kann man somit feststellen, daB diese Daten 
zeigen, daB - im Gegensatz zu der DNA-Polymerase-Aktivitat 
der TdT - das Ribonukleotid-Tailing von einzelstrangigen 
DNAs sehr effizient verlauft und wegen dem beschrankten Aus- 
ma/3 der Reaktion leicht kontrollierbar ist. Weiterhin ist 
das rNTP-Tailing nur leicht beeinfluBt durch die Arten der 
angefiigten Basen (rGTP, rATP, rUTP oder rCTP) und zumindest 
nicht stark beeinfluBt durch die Art des 3 1 -terminalen Nu- 
kleotids des DNA-Primers. 

Bestimmen des Transkriptionsstarts des DNA-Topoisomerase-I- 
Gens der Hefe ( Saccharomyces cerevisiae) durch CRTC, wobei 
von einer PolvfA) * mRNA ausaeqanaen wurde: 

Das hierin beschriebene CRTC wurde auf mRNA des DNA- 
Topoisomerase-I-Gens von Saccharomyces cerevisiae (YSCTOPI; 
EC-Nr. 5.99.1.2/ siehe Figur 4) angewendet. Zwei mogliche 
Transkriptionsstartstellen, an Position 435 und 448, sind 
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von Thrash et al. , (1985), Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 82: 
4374-4378) vorgeschlagen worden. 

Unter Anwendung des erf indungsgemaBen Verfahrens wurden fiinf 
einzelne Transkriptionsstartstellen des YSCTOPI-Gens charak- 
terisiert (Positionen 439 (6/45), 444 (11/45), 447 (7/45), 
451 (19/45) und 462 (2/45); siehe Figur 4). Neben dem Einbau 
von zwei bis drei rCMP-Resten an das 3'-Ende samtlicher ana- 
lysierter cDNAs enthielten mehrere Klone (31/45) Abschnitte 
von nicht kodierten T-Resten (eins bis vier) an dem C- 
Terminus. Of f ensichtlich beruht die Abweichung von der geno- 
mischen Sequenz auf der Wirkung von reverser Transkriptase 
am 3-Ende der cDNA-Produkte, wobei sie die terminalen mRNA- 
Sequenzen durch einen Riickf altmechanismus unter Verwendung 
des cDNA-Terminus als einem Primer kopiert. 
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Patentansprtiche 

1. Verfahren zur Amplif ikation einer Nukleinsaure, dadurch 
gekennzeichnet, daB es den folgenden Schritt umfaBt: 

Umsetzen der 2u amplif izierenden Nukleinsaure mit einem Ri- 
bonukleotid in der Anwesenheit von Terminaler Transferase. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB 
die Nukleinsaure eine DNA ist, vorzugsweise eine einzel- 
strangige DNA. 

3. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB die Nukleinsaure eine cDNA ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , daB 

sich die cDNA von einer Poly A + -RNA ableitet. 

5. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Produkt der Umsetzung am 3 1 -Ende mit 
einem weiteren Nukleinsauremolekiil verbunden wird. 

.6, Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
das weitere Nukleinsauremolekiil doppelstrangig ist mit einem 
3 ! iiberhangenden Ende, welches komplementar ist zu dero 3'- 
Ende des Produkts der Umsetzung. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
das weitere Nukleinsauremolekiil ein DNA-Vektor oder Adapter- 
molekiil ist. 

8. Verfahren nach einem der Ansprtiche 5 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das weitere Nukleinsauremolekiil an das 3 1 - 
Ende des Produkts der Umsetzung ligiert wird, vorzugsweise 
in der Anwesenheit von T4 -DNA-Ligase . 
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9. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet , daft die weitere Nukleinsaure als Primer fur 
die Syn- 

these eines zweiten DNA-Strangs dient und ein zweiter DNA- 
Strang davon ausgehend synthetisiert wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , daft 
die erhaltene doppelstrangige Nukleinsaure mit PCR amplif i- 
ziert wird. 

11. Verfahren zur Sequenzanalyse von RNA, insbesondere dem 
5'-Ende, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Herstellen eines ersten cDNA-Strangs von der zu analysie- 
renden RNA; 

b) Amplif izieren der erhaltenen cDNA gemaft dem Verfahren 
nach einem der Anspriiche 1 bis 10; und 

c) Sequenzieren der amplif izierten DNA. 

12. Verwendung von mindestens einem Ribonukleotid und Termi- 
naler Transferase in einem Vefahren zur Amplif ikation von 
Nukleinsaure. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet , daft 
bei dem Amplif ikationsverf ahren die PCR-Technik eingesetzt 
wird. 

14. Kit fur die Amplif ikation von einer Nukleinsaure, umfas- 
send: 

mindestens ein Ribonukleotid, einen doppelstrangigen DNA- 
Adapter, Inkubationspuf f er und Terminale Transferase. 
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Figur 2 
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FIG. 3 
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